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Streptavidin-Bindungspeptid 
Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Streptavidin-Bindungspeptid, 
sowie Verfahren zur Herstellung eines Streptavidm-Bm- 
dungspeptides in einem zellbasierten oder zellfreien 
Proteinbiosynthesesystem . 



Weiterhin betrifft die Erfindung eine Verwendung eines 
Streptavidin-Bindungspeptides zur Aufreinigung eines in 
einem Proteinbiosynthesesystem hergestellten definierten 
Proteins / sowie die Verwendung eines Streptavidin-Bin- 
dungspeptides zur Markierung eines definierten Proteins. 

Stand der Technik 



Verfahren zur effizienten Expression von definierten Pro- 
teinen in verschiedensten pro- und eukaryontischen Orga- 
nismen sind bekannt und bedUrfen keiner weiteren Erlaute- 
rung. Unter definierten Proteinen werden in diesem Zusam- 
menhang Peptide und/oder Proteine verstanden, die in dem 
zur Expression verwendeten Organismus oder zellfreien Ex- 
pressionssystem natUrlicherweise oder nach Transformation 
bzw. Einsatz definierter RNA exprimiert und in Aufreini- 
gungsschritten angereichert werden, 

Verfahren zur zellfreien Expression von definierten Pro- 
teinen sind beispielsweise aus den Literaturstellen EP 
0312 617 Bl, EP 0401 369 Bl und EP 0 593 757 Bl bekannt. 
Demgemafi werden die fUr eine Transkription und/oder Trans- 
lation notwendigen Komponenten neben einem fUr ein defi- 
niertes Protein kodierenden Nukleinsaurestrang in einem 
Reaktionsgefafi inkubiert und nach der Expression die 
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Polypeptide/Proteine aus der Reaktionslosung isoliert. 
Sowohl die fUr die Transkriptioii; als auch die fUr die 
Translation notwendigen Komponenten lassen sich aus den 
Oberstanden pro- oder eukaryontischen Zelllysaten nach 
5 einer Zentrifugation gewinnen. 

Ein wesentliches Problem bei der Expression von definier- 
ten Proteinen in pro- und eukaryontischen Organismen und 
bei der zellfreien Expression liegt in der Aufreinigung 

10 und/oder der Detektion der exprimierten definierten Pro- 
teine. Dies ist insbesondere bei definierten Proteinen 
problematisch, fUr die es keine Antiseren oder monoklonale 
Antikorper gibt. Zur Vereinf achung der Aufreinigung und 
der Detektion solcher definierten Proteine werden diese 

15 als sogenannte Fusionsproteine exprimiert. Hierbei wird 
dem definierten Protein N- und/oder C-terminal eine Ami- 
nosauresequenz angefUgt oder zwischen zwei Proteindomanen 
(intern) eingefiigt/ der Fusionspartner . Dies geschieht auf 
der Nukleinsaureebene/ so daB sowohl das definierte Prote- 

20 in, als auch der zur Detektion und/oder Reinigung angeftig- 
te Fusionspartner wahrend eines Transkriptions-/Translati- 
onsvorganges zusammen als ein chimSres (Fusions-) Protein 
exprimiert werden, bestehend aus dem definierten Protein 
und dem Fusionspartner. Hierbei kann es sich bei dem ange- 

25 fiigten Fusionspartner um einzelne Aminosauren^ aber auch 
urn Peptide oder Proteine handeln. FUr diese angefUgten 
Fusionspartner stehen zur Aufreinigung immobilisierte Bin- 
dungspartner zur VerfUgung, mit denen die Fusionsproteine 
isoliert werden kSnnen. Neben der Moglichkeit der Reini- 

30 gung der Proteine konnen diese auch mit fUr den Fusions- 
partner spezifischen Bindungspartner nachgewiesen werden. 
Diese Bindungspartner konnen fUr den Fusionspartner spezi- 
fische Antikorper oder auch andere Proteine, Peptide oder 
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chemische Verbindungen sein, die an den Fusionspartner 
spezifisch binden. 

Beispiele fur solche Fusionspartner sind der Myc-tag (Mun- 
5 ro & Pelham (1986) Cell 46, 291-300; Ward et al- (1998) 
Nature 341, 544-546), das Flag Peptid (Hopp et al. 
(1988) Bio/Technology 6 1204-1210), das KT3 Epitop Peptid 
(Martinet et al, (1990) Cell 63, 843-849; Martin et 
al.(1992) Science 255, 192-194) und das alpha-tubulin Epi- 

10 top Peptid (Skinner et al. (1991) J. Biol. Chem. 266, 
14163-14166), die alle erfolgreich fur die Detektion und 
teilweise auch fUr die Reinigung von Proteinen genutzt 
warden. Es konnte fur einen Teil der Fusionspartner, die 
normalerweise 3 bis 12 Aminosauren lang sind, gezeigt wer- 

15 den, dali sie nicht die biologische Funktion der definier- 
ten Proteine beeinf lussen. Die biologische Funktion des 
def inierten Proteins wird dagegen mit zunehmender Lange 
des Fusionspartners beeinflufit, da die zusatzlich expri- 
mierten Aminosauren z. B. die Ausbildung der Sekunder-, 

20 Tertiar und/oder Quartarstruktur beeinf lussen konnen. 
LSngere Fusionspartner sind daher zur Detektion der Pro- 
teine, aber weniger zur Reinigung der Proteine geeignet. 
Auf der anderen Seite weisen langere Fusionspartner oft 
eine h5here Affinitat mit ihren spezifischen Bindungspart- 

25 nern auf. 

Ein wesentlicher Nachteil der oben genannten Fusionspart- 
ner bei der Aufreinigung ist darin begrUndet, dafi die Bin- 
dung an den Bindungspartner auf einer Antigen/AntikOrper- 
30 bindung beruht und die Herstellung und Reinigung der als 
Bindungspartner genutzten AntikSrper aufwendig und teuer 
ist. Ein weitere Nachteil liegt darin begrUndeti daB die 
Antigen/Antikttrperbindung eine sehr starke Bindung 
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zwischen dem Bindungspartner, z. B. an eine Matrix immobi- 
lisierten Antikdrper, und dem Fusionspartner bedingt- Die- 
se hat zur Folge, daB bei der Elution der Uber den Fusi- 
onspartner gebundenen Fusionsproteino/ teilv/eise extrem 
5 unphysiologische Bedingungen bezogen auf das definierte 
Protein geschaffen werden mUssen. Unter unphysiologischen 
Bedingungen sind in diesem Zusaitimenhang Bedingungen zu 
verstehen mit z. B. sehr hohe Oder auJierst geringe Salz- 
konzentrationen, Einsatz von chaotrophen Salzen und pH- 

10 Werte, die weit von dem naturlichen pH-Wert des definier- 
ten Proteins abweichen. Diese kann u. U. die Struktur un- 
d/oder Funktionalitat des definierten Proteins beeinflus- 
sen Oder irreversibel zerstoren. Dementsprechend sollte 
die Reinigung der definierten Proteine unter moglichst 

15 schonenden, physiologischen Bedingungen geschehen, um die 
Funktionalitat der Proteine zu erhalten. Zwar konnte bei 
drei der oben genannten Fusionspartnern (Hopp et al. 
(1988) (Martin et et al. (1990) (Skinner et al . (1991)) 
eine Elution auch unter schonenden Bedingungen mittels 

20 kompetetiver Peptide erzielt werden, doch bleibt das Pro- 
blem der aufwendig und teuer herzustellenden und zu reini- 
genden (als Bindungspartner dienenden) Antikorper und de- 
ren Bindung an die Matrix. 

25 Weitere Fusionspartner, bestehend aus 8 bis 9 Aminosauren; 
sind aus den Literaturstellen US 5,506,121 und Schmidt & 
Skerra (Protein Engineering, vol. 6, no. 1, 109-122, 1993) 
bekannt. Die dort offenbarten Fusionspartner sind in der 
Lage an das Streptavidin oder an das '^core'' Streptavidin, 

30 ein proteolytisch gespaltenes Produkt des Streptavidin, zu 
binden (Bayer et al. (1989) Biochem. J. 259,369-376). 
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5 



Alle bekannten Fusionspartner, die an das Streptavidin 
binden enthalten die Aminosciureabfolge HPQ/ das sog. HPQ- 
Bindungsmotiv, welches mit der Biotin-Bindungstasche des 
Streptavidin in Wechselwirkung tritt. Zu den Bereits be- 

5 kannten Peptiden gehoren dem sog. Strep-tag I: AWRHPQFGG 
mit einer Dissoziationskonstanten Kd von 10-37 \M, der 
sog. Strep-tag II: WSHPQFEK mit einer Dissoziationskon- 
stanten Kd von 18-72 yM und der sog. SBP-tag: 
MDEKTTGWRGGHWEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP mit einer Dissozia- 

10 tionskonstanten Kd von 2,5 nM. Im Gegensatz zu den beiden 
kurzen Strep-tags I und II besitzt der langere SBP-tag 
eine wesentlich starkere Bindung zum Streptavidin. Aller- 
dings wird, wie oben ausgefuhrt, die Funktion des defi- 
nierten Proteins insbesondere mit zunehmender Lange des 

15 Fusionspartners beeinflulit. Auch storen besonders lange 
Fusionspartner bei der Kristallisation der definierten 
Proteine. 

20 Technisches Problem der Erfindung 

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, ein 
m5glichst kurzes Streptavidin-Bindungspeptid mit einer 
25 starken Bindung zum Streptavidin zur VerfUgung zu stellen. 

GrundzUge der Erfindung und bevorzugte Ausftlhrungsformen. 

30 

Zur LSsung des technischen Problems lehrt die Erfindung 
ein Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend eine oder be- 
stehend aus einer Aminosauresequenz gemafi Seq.-ID 1-12. 
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Mit dem erf indungsgemafien Streptavidin-Bindungspeptid ent- 
haltend eine Aminosauresequenz gemafi Seq.-ID 1-12 wird/ 
verglichen mit dem Stand der Technik, eine wesentlich 
5 starkere Bindung zwischen dem Streptavidin-Bindungspeptid 
und dem Streptavidin erreicht, bzw. kann bei gleicher Bin- 
dungsstarke das Streptavidin-Bindungspeptid wesentlich 
verktirzt werden. 

10 Des Weiteren lehrt die Erfindung ein Nukleinsaure codie- 
rend fiir ein Streptavidin-Bindungspeptid gemaJi Seq,-ID 1 - 
12, sowie ein Plasmid enthaltend eine erf indungsgemSBe 
Nukleinsaure. Es versteht sich, daJi die Nukleinsaure co- 
dierend fiir ein erf indungsgemalies Streptavidin-Bindungs- 

15 peptid und/oder das Plasmid dem jeweiligen Expressionssy- 
stem/Proteinbiosynthesesystem angepaiit werden kann. Das 
Plasmid kann als ein Expressionsvektor, insbesondere fiir 
Bakterien, ausgelegt sein enthaltend einen Bereich mit 
mindestens einer Schnittstelle fUr ein Restriktionsenzym, 

20 in dem die NukleinsSuresequenz codierend fiir ein definier- 
tes Protein inseriert werden kann und somit das definierte 
Protein zusammen mit dem Streptavidin-Bindungspeptide ge- 
mSB Seq.-ID 1-12 exprimiert wird. Es versteht sich, dali 
der ftlr das definierte Protein und fUr das Streptavidin- 

25 Bindungspeptide gemSfi Seq.-ID 1-12 codierende Bereich 
sich unter der Kontrolle eines geeigneten Promoters und/o- 
der Operators und Terminators befinden. Der Bereich mit 
mindestens einer Schnittstelle fUr mindestens ein Restrik- 
tionsenzym kann sowohl in 5\ als auch in 3^ Richtung vom 

30 NukleinsSurebereich codierend fiir das Streptavidin-Bin- 
dungspeptide gemafi Seq.-ID 1-12 liegen. Der NukleinsSu- 
rebereich codierend fiir das Streptavidin-Bindungspeptide 
gemafi Seq.-ID 1-12 muB nicht unmittelbar an den 
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Nukleinsaurebereich codierend ftir das definierte Protein 
anschlieften, vielmehr konnen zwischen den beiden Bereich 
noch Nukleinsauren liegen, die filr 1 bis 20 Aminosauren, 
insbesondere fiir 5 bis 10 Aminosauren/ codieren. 

5 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung 
eines Streptavidin-Bindungspeptides gemafi Seq.-ID 1 - 12, 
wobei eine Nukleinsaure in einem zellbasierten oder zell- 
freien Proteinbiosynthesesystem expriiniert oder tiberexpri- 

10 miert wird. Dieses so hergestellte Peptid laBt sich leicht 
iiber die Bindung an Streptavidin isolieren. Das erhaltene 
Translationsprodukt, i. e. ein Streptavidin-Bindungspeptid 
gemafi Seq*-ID 1 - 12, wird mit immobilisiertem Streptavi- 
din kontaktiert und daran gebunden. Nach Abtrennung der 

15 L6sung mit nicht an Streptavidin gebundenen Substanzen 
wird das Translationsprodukt eluiert. Als Elutionsmittel 
konnen Puffer verwendet werden, die Biotin oder verwandte 
Substanzen und/oder Derivate, wie Iminobiotin, Desthiobio- 
tin und/oder Diaminobiotin, enthalten. Das erhaltene 

20 Streptavidin-Bindungspeptid gemafi Seq.-ID 1 - 12 tragt im 
Falle der Fusion mit dem definierten Protein dieses Prote- 
in. Es kann der auch unabhangig von einem definierten Pro- 
tein zur Antikorperherstellung genutzt werden. Die erhal- 
tenen Antikorper konnen z. B. zur Detektion oder zur Auf- 

25 reinigung der Streptavidin-Bindungspeptide gemafi Seq,-ID 1 
- 12, bzw. im Fall, dafi das Streptavidin-Bindungspeptide 
gemafi Seq.-ID 1-12 als Fusionspartner eingesetzt wird, 
des an diesen Fusionspartner gebundenen definierten Pro- 
teins genutzt werden. 

30 

Es versteht sich, dafi die Herstellung eines solchen Strep- 
tavidin-Bindungspeptides enthaltend eine Aminosauresequenz 
gemafi Seq.-ID 1 - 12 z. B. auch mittels chemischer 
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Festphasensynthese, beispielseise mit einem Syntheseauto- 
mat der Firma Abimed (Langenfeld, BRD) mSglich ist. Diese 
Methode basiert auf den Standardprotokollen der Fmoc-Che- 
mie (Fmoc=9-f luorenylmethoxycarbonyl) • 

5 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines Strepta- 
vidin-Bindungspeptides gemaB Seq.-ID 1-12 zur Aufreini- 
gung eines in einem Proteinbiosynthesesystem hergestellten 
definierten Proteins, wobei eine fUr das definierte Prote- 

10 in und, hiermit verbunden, fur das Streptavidin-Bindungs- 
peptid codierende Nukleinsaure einer Transkription und/o- 
der Translation unterworfen wird, wobei eine Losung ent- 
haltend das so erhaltene Translationsprodukt mit immobili- 
siertem Streptavidin kontaktiert und daran gebunden wird 

15 und wobei nach Abtrennung der Losung mit nicht an Strepta- 
vidin gebundenen Substanzen das Translationsprodukt elu- 
iert wird. Die Elution kann unter schonenden Bedingungen 
ftir das definierte Protein erfolgen. Als Elutionsmittel 
konnen Puffer verwendet werden, die Biotin oder verwandte 

20 Substanzen und/oder Derivate, wie Iminobiotin, Desthiobio- 
tin und/oder Diaminobiotin, enthalten. Das hergestellte 
definierte Protein kann das als Fusionspartner dienende 
Streptavidin-Bindungspeptid gemaB Seq.-ID 1-12 sowohl N- 
und/oder C-terminal enthalten. 

25 

Bei Verwendung einer Streptavidin-Sepharose-saule kann das 
zu untersuchende definierten Protein mittels des als Fusi- 
onspartner dienenden Streptavidin-Bindungspeptides gemaii 
Seq.-ID 1 - 12 an der Matrix immobilisiert und aus einem 
30 Gemisch von Molektllen, z.B. einem Zelllysat, isoliert 
werden. 
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Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines Strepta- 
vidin-Bindungspeptides gemalS Seq.-ID 1-12 zur Markierung 
eines definierten Proteins, wobei eine ftir das definierte 
Protein und, hiermit verbunden, fUr das Streptavidin-Bin- 
5 dungspeptid codierende NukleinsSure einer Transkription 
und/oder Translation unterworfen wird, wobei das so erhal- 
tene Translationsprodukt mit einem Streptavidin-Konjugat 
enthaltend ein Reportermolekiil kontaktiert und daran ge- 
bunden wird. Das markierte definierte Protein kann das zur 

10 Markierung dienende Streptavidin-Bindungspeptides gemali 
Seq.-ID 1 - 12 N- und/oder C-terminal enthalten. Reporter- 
molekUle konnen z. B. radioaktive und/oder radioaktiv mar- 
kierte Substanzen sein. Es versteht sich, daJJ das Strepta- 
vidin als solches auch radioaktiv markiert und/oder radio- 

15 aktiv sein kann; in diesein Fall kann auf ein Reportermole- 
ktil verzichtet werden. ReportermolekUle konnen auch fluo- 
reszierende Substanzen oder Enzyme, wie z, B. alkalische 
Phosphatase oder Peroxidase, sein. Durch solche mit einem 
Reportermolekiil gekoppelte Streptavidinverbindungen lassen 

20 sich beispielsweise Proteine, die das Streptavidin-Bin- 
dungspeptides gemafi Seq.-ID 1-12 als Fusionspartner be- 
sitzen, auf einem Western-Blot oder im ELISA (Enzyme lin- 
ked immunosorbent assay) nachweisen und/oder quantifizie- 
ren. Handelt es sich bei den definierten Proteinen um Bin- 

25 dungsproteine, konnen auf diese Weise auch an diese bin- 
dende andere Proteine nachgewiesen werden. Unter Bindungs- 
proteine sind in diesem Zusammenhang Proteine zu verste- 
hen, die selbst andere Proteine binden und/oder selber an 
andere Proteine binden, wie z. B. bei einer Antigen/Anti- 

30 korperbindung oder bei einer Bindung eines Proteins an 
einen Rezeptor. 
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Bevorzugt ist ein Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend 
weniger als 30 Aminosaureri/ vorzugsweise weniger als 20 
Aminosauren, hSchstvorzugsweise weniger als 10 
Aminosauren. 

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich Aus- 
fUhrungsformen darstellenden Figuren sowie Beispielen na- 
her erlautert. 



10 Fig. 1: Reinigung von FABP mit Streptavidin-Bindungspepti- 
des gemali Motiv 3 als Fusionspartner nach zell- 
freier Proteinbiosynthese iiber eine Streptavidin- 
Af f initatssaule . Es wurden von jeder Fraktion eine 
vergleichbare Menge mittels SDS-Polyacrylamidgele- 

15 lektrophorese analysiert. (A) Cooitiassie gefarbt 

und (B) Autoradiograrom. Die Proben in den nuitie- 
rierten Spuren sind (1) Molekulargewichtsmarker ; 
(2) Reaktionsmischung; (3) Durchlauf der Proben- 
auftragung; (4-6) Waschf raktionen; (7-9) Elutions- 

20 fraktionen; (10) radioaktiver Molekulargewichts- 

marker. 



Fig. 2: Reinigung von FABP mit Streptavidin-Bindungspepti- 
des gemaii Motiv 3 als Fusionspartner nach zell- 

25 freier Proteinbiosynthese Uber eine StrepTactin- 

Aff initatssaule. Es wurden von jeder Fraktion eine 
vergleichbare Menge mittels SDS-Polyacrylamidgele- 
lektrophorese analysiert. (A) Coomassie gefarbt 
und (B) Autoradiogramm. Die Proben in den nume- 

30 rierten Spuren sind (1) Molekulargewichtsmarker; 

(2) Durchlauf der Probenauf tragung; (3-5) Wasch- 
fraktionen; (6-10) Elutionsf raktionen; (11) radio- 
aktiver Molekulargewichtsmarker. 
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Beispiel 1 : erf indungsgemafie Bindungspeptide und Ver- 
gleichspeptide mit Dissoziationskonstanten 

5 

In fachublicher Weise wurde das FAB Protein (fatty acid 
binding protein) aus Rinderherzen in vitro in einem zell- 
freien Proteinbiosynthese mittels eines gekoppelten Trans- 
kriptions-Translationssystemes exprimiert. Das exprimierte 
10 FAB Protein besafi am N-Terminus jeweils ein aus fUnfzehn 
Aminosauren bestehendes zusatzliches Streptavidin Bin- 
dungspeptid mit unterschiedlichen Aminosauresequenzen als 
Fusionspartner . 

15 Zwei Bindungspeptide enthalten in ihrer Aminosauresequenz 
das im Stand der Technik beschriebene HPQ-Motiv (Motiv 1 
und 2) und zwei enthalten das erf indungsgemafie Streptavi- 
din-Bindungspeptid gemafi Seq.-ID 1-6 (Motiv 3 und 4). 
Die Sequenzen der Peptide sind in der Tabelle 1 darge- 

20 stellt. Zusatzlich wurden die exprimierten Proteine mit 
einem am C-terminus befindlichen '"His-tag", bestehend aus 
6 Histidinen/ versehen. Die Proteine wurden mittels Affi- 
nitatschromatographie uber Ni^*- IDA- Agarose in fachublicher 
Weise aufgereinigt .Man erkennt, dass bei gleicher Lange 

25 Bindungspeptide mit einer erf indungsgemafien Sequenz eine 
wesentlich niedrigere Dissoziationskonstante als ein Bin- 
dungspeptid mit HPQ-Motiv aufweist. Der Kd-Wert eines er- 
f indunggemafien Bindungspeptids liegt in der Grofienordnung 
des SBP-Tags trotz des ca. 2/5-fachen Lange des SBP-Tags. 

30 
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Tabelle 1 





Sequenz 


Dissoziations- 
konstante [kd] 


Motiv 1 


DLYDIDRNWVGHPQG 


8 pM 


Motiv 2 


DNYDADLAWDTHPQD 


70 pM 


Motiv 3 


DVEAWLDERVPLVET 


84 nM 


Motiv 4 


DVEAWIADPAVHFTT 


200 nM 
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Beispiel 2: Messungsweise der Dissoziationskonstanten aus 
Tabelle 1. 



Die Messungen der Dissoziationskonstante wurden mit einem 
BiacoreX-System und dem Sensor Chip NTA der Firma Biacore 
durchgeftihrt . Vermessen wurden die aus der im Beispiel 1 
beschriebenen Expression hervorgegangenen Proteine, d.h. 
FAB Proteine, die am N-Terminus jeweils ein aus ftinfzehn 
Aminosauren bestehendes Peptid als Fusionspartner und am 
C-Terminus 6 Histidine besafien, die zur Immobilisierung 
auf dem Sensor Chip benStigt wurden. Die Bindungsaf f initat 
der aus der im Beispiel 1 beschriebenen Expression hervor- 
gegangenen Proteine zu Streptavidin wurde nach Herstel- 
lerangaben im Biacore-Gerat vermessen. Dabei befindet sich 
das zu vermessende Protein auf dem Sensor-Chip und eine 
Streptavidiniesung mit definierter Konzentration wird ein- 
gespritzt. Die Wechselwirkung (Bindung) zwischen den bei- 
den Molekiilen wird vom Gerat gemessen und als sog. Reso- 
nanz Units (RU) angegeben. Zur Messung wurden die vom Her- 
steller angegebenen Puffer verwendet. 



Die Ergebnisse der Messungen sind in der Tabelle 2 darge- 
stellt. Die erhaltenen Mefiwerte wurden mit der zugehorigen 
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Software ausgewertet und fUhrten zu den in der Tabelle 1 
angegebenen Dissoziationskonstanten . 



Tabelle 2: 

5 



10 



Motiv 


1 


2 


3 


4 


Streptavidinkonz . 


RU 


RU 


RU 


RU 


15 nM 






98 




30 nM 






242 


68 


60 nM 






461 


171 


125 nM 






613 


280 


250 nM 






704 


384 


500 nM 


62 




786 


478 


1 pM 


123 






560 


2 pM 


233 




946 


644 


3 pM 




64 






4 pM 


407 




983 




6 pM 




98 






8 pM 


621 








15 pM 




201 






16 pM 


779 








30 pM 




337 






32 pM 


955 








60 pM 




536 







Beispiel 3: Aufreinigung eines Fusionsproteins 



In fachUblicher weise wurde das FAB Protein, das am N-ter- 
minus ein aus fUnfzehn Aminosauren bestehendes 



wo 03/074546 



14 



PCT/DE03/00605 



zusatzliches Peptide mit der Aminosauresequenz D V E A W L 
DERVPLVET (Motiv 3) als Fusionspartner besaB, in 
vitro in einem zellfreien Proteinbiosynthese mittels eines 
gekoppelten Transkriptions-Translationssystems exprimiert . 
5 Zur Aufreinigung des tlberexprimierten definierten Proteins 
wurde das Streptavidin an einer Festphase gekoppelt. Als 
Festphase diente eine Sepharose. Das exprimierte FAB Pro- 
tein wurde anschlieiiend in fachublicher weise affinitat- 
schromatographisch uber eine Saule enthaltend Streptavi- 
10 din-Sepharose Oder StrepTactin-Sepharose auf gereinigt . 
Fiir die Aufreinigung wurden folgende Puffer verwendet: 
Waschpuffer (100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl; 1 itiM 
EDTA) . 

15 Ftir die Elution von Streptavidin enthielt der Waschpuffer 
2 mM Biotin und ftlr die Elution von StrepTactin enthielt 
der Waschpuffer 2,5 mM Desthiobiotin. 

Die prozentuale Verteilung des eingesetzten definierten 
20 Proteins auf die verschiedenen Fraktionen der Affinitat- 
schromatographie ist in der Tabelle 3 zu entnehmen. In der 
Tabelle 3 steht D fUr den Auftragung der Probe/Durchlauf , 
W fUr die Waschf raktion und E fUr die Elutionsf raktion. 

25 Tabelle 3 



30 



Fraktion 


D 


Wl 


W2 


W3 


El 


E2 


E3 


£4 


E5 


Sunime 


Strept- 
avidin 


3, 5% 


6, 8% 


1,0% 


0,3% 


0,4% 


76,9% 


0,7% 






89,6% 


StrepT- 
actin 


3,0% 


7,4% 


1,8% 


0,9% 


0,9% 


45,9% 


23,2% 


1,0% 


0,3% 


84,4% 



Bei der Verwendung von Streptavidin-Sepharose konnten 90% 
des aufgetragenen Proteins von der Saule wiedergewonnen 
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werden, wobei 78% auf das Eluat entfielen. Die Qualitat 
der Aufreinigung ist in Fig. 1 dargestellt. 

Bei der Verwendung von StrepTactin-Sepharose konnten 84% 
5 des auf getragenen Proteins von der saule wiedergewonnen 
werden, wobei 71% auf das Eluat entfielen. Die Qualitat 
der Aufreinigung ist in Fig. 2 dargestellt. 

10 Beispiel 4: Optimierung einzelner Bindungspeptide 

Das Bindungspeptid (FAx 3) mit der Sequenz DVEAWLDERVPLVET 
wurde einer Substitutionsanalyse unterzogen; wodurch ein 
etwaiges Minimalmotiv (=verkur2tes Peptid) identifiziert 

15 und die Wirkung einzelner Aminosaureaustausche auf die 
Bindungsspezif itat untersucht werden sollten. Bei einer 
Substitutionsanalyse werden Peptide mittels Spot-Verfahren 
(Frank, R. 1992) auf einer als Festphase dienenden Cellu- 
losemembran synthetisiert . Dabei wurde jede Position des 

20 15 Aminosauren umfassenden Peptids systematisch durch die 
Ubrigen 19 L-Aminosauren ersetzt. 

Die Substitutionsanalyse wurde mit einem Peroxidase-mar- 
kierten Streptavidin inkubiert und mit einem Lumineszenz- 

25 substart entwickelt. Dadurch konnte festgestellt werden 
wie weit sich das Peptid verklirzen lafit und welche Ami- 
nosauren '"konserviert" und somit nicht Oder nur sehr 
schlecht austauschbar sind. Es ergab sich folgendes Bild: 
Ein Peptid/ das hinreichende Streptavidinbindung aufweist 

30 ist das 6-mer Peptid DVEAWL. Eine deutliche bessere Strep- 
tavidinbindung weist das 9-mer Peptid DVEAWLDER auf. Die 
Substitutionsanalyse wies auch auf Positionen hin, wo der 
Austausch der ursprtinglichen gegen eine andere Aminosaure 
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eine Verbesserung der Streptavidinbindung mit sich bringen 



Die Informationen aus der Substitutionsanalyse wurden 
5 Uberprilft, indem die Bindungskonstanten verschiedener Pep- 
tide mittels ^^Oberflachen Plasmonen Resonanz" Spektrosko- 
pie unter Verwendung eines BIAcore-Gerates bestimmt wur- 
den. Die Messungen erfolgten mit dem NTA Sensor-Chip der 
Firma BIAcore und mit Hilfe des f ettsaurebindenden Pro- 

10 teins aus dem Rinderherzen (FABP) . Das FABP diente zur 
Immobilisierung und Presentation der Peptide. Weiterhin 
sollten so die bei einer Af f initatschromatographie auftre- 
tenden Bedingungen simuliert werden, da das Peptid zuklinf- 
tig als Af f initatspeptid zur Aufreinigung von Proteinen 

15 verwendet werden soil. Im Gegensatz zu den ersten Messun- 
gen, wo die zu vermessenden Peptide die vier N-terminalen 
Aminosauren des FABP ersetzten, war die Anordnung der Pep- 
tide diesmal ebenfalls N-terminal, aber sie waren nicht 
Teil des FABP. Auch der fUr die Immobilisierung notwendige 

20 His-tag wurde verandert. Er befand sich wie bei den ersten 
Messungen am C-Terminus des FABP, wurde aber von sechs auf 
acht Histidine erweitert und zudem durch einen aus zwei 
Glycinen bestehenden Linker vom FABP distanziert. Dadurch 
konnte die Immobilisierung der Liganden deutlich verbess- 

25 sert und somit die Drift der Basislinie, die aus dem Her- 
unterwaschen des Liganden resultiert, minimiert werden. 
FUr jede Messung wurde eine identische Menge des jeweili- 
gen FABPs immobilisiert, die einem Anstieg der Basislinie 
urn 1100 Resonanzeinheiten (RU) entsprach. Als Referenz 

30 diente das FABP mit dem His-tag, aber ohne N-terminales 
Bindungspeptid. 



k5nnte . 
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Die aus der optimierten Mefimethode hervorgehenden Bin- 
dungskonstanten waren folgende: 

Kd 

5 Peptid (FAX 3):DVEAWLDERVPLVET 3, 6+0, 6 nM 

(AspValGluAlaTrpLeuAspGluAcgValProLeuValGluThr) 

verkUrztes Peptid (9-mer) : DVEAWLDER 240+ 40 nM 

EinfluB anderer Aminosauren auf das verkUrzte 9-mer 
Peptid: 



3 Asp: DVDAWLDER 940+ 140 nM 

3 Gly: DVGAWLDER 570+ 90 nM 

6 Phe: DVEAWFDER nicht mefibar 

6 Arg: DVEAWRDER nicht meJibar 

7 Gly: DVEAWLGER 17+ 4 nM 

8 Ala: DVEAWLDAR 160+ 30 nM 



15 



20 Positiven EinfluB zeigen insbesondere Glycin an Position 7 
und Alanin an Position 8. Kombination dieser beiden 
Aminosauren: 

verktlrztes Peptid: DVEAWLGAR 17+ 4 nM 

25 original Peptid mit Gly7: DVEAWLGERVPLVET 4,2+ 0,7 nM 

original Peptid: DVEAWLGARVPLVET 4,1+ 0,6 nM 

Das original 15-mer Peptid laBt sich nicht welter verbes- 
sern. Das verkUrzten 9-mer Peptid hingegen laBt sich durch 
30 ein Glycin anstelle der Asparaginsaure an Position sieben 
deutlich verbessern, Auch das Alanin anstelle der 
Glutaminsaure an Position acht weist eine etwas bessere 
Bindungsaf f initat gegeniiber Streptavidin auf. Durch die 
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Kombination dieser beiden Aminosauren laBt sich zwar die 
Bindungsaf f initat nicht weiter verbessern, aber sie ver- 
schlechtert sich auch nicht. 

5 Die Erfindung umfasst somit auch ein 9-nier Peptid mit sei- 
nen nicht bzw. nur wenig konservierten Posit ionen: 

DVXAWLXXR {X= beliebeige Aminosaure) 

10 Zudem natUrlich das verkurzte Peptid mit Glycin an Positi- 
on sieben: 

DVEAWLGER 

und das verktirzte Peptid mit Glycin an Position sieben und 
15 Alanin an Position acht: 

DVEAWLGAR 

Beispiel 5: Varianten erf indungsgemafier Sequenzen. 

20 

Folgend werden erf indungsgemaft besonders geeignete Sequen- 
zen angegeben. 





Seq. 


-ID 


1: 


DVEAW 


25 


Seq. 


-ID 


2: 


DVEA 




Seq. 


-ID 


3: 


VEAW 




Seq. 


-ID 


4: 


DVE 




Seq. 


-ID 


5: 


VEA 




Seq. 


-ID 


6: 


EAW 


30 


Seq. 


-ID 


7: 


DVXAW 




Seq. 


-ID 


8: 


DVXAWL 




Seq. 


-ID 


9: 


DVXAWLX 




Seq. 


-ID 


10: 


DVXAWLXX 



wo 03/074546 PCT/DE03/00605 




Seq.-ID 11: DVXAWLXXR 
Seq.-ID 12: DVXAWLXXRVPLVET 
Seq.-ID 13: VPLVET 

5 X an Position 3 kann beliebig, jedoch insbesondere E, D 
Oder G sein. X kann an Position 7 beliebig, jedoch insbe- 
sondere G Oder D sein. X kann an Position 8 beliebig, je- 
doch insbesondere A oder E sein. Sequenz 13 stellt eine 
optionale carboxyterminale VerlSngerung der Sequenz 11 
10 dar, wobei aus Sequenz 13, aminoteritiinal beginnend 1 bis 6 
Aminosauren an Sequenz 11 angeschlossen sein konnen. 



15 



20 



25 



30 




wo 03/074546 



20 



PCT/DE03/00605 



Patentanspriiche : 

1. Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend eine oder beste- 
5 hend aus einer Aiiiinosauresequenz gemaiS Seq.-ID 1-12. 

2. Nukleinsaure codierend fur ein Streptavidin-Bindungs- 
peptid nach Anspruch 1. 

10 

3. Plasmid enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 2. 

15 4. Verfahren zur Herstellung eines Streptavidin-Bindungs- 
peptides nach Anspruch 1, wobei eine Nukleinsaure nach 
Anspruch 2 in einem zellbasierten oder zellfreien Pro- 
teinbiosynthesesystem exprimiert oder ilberexprimiert 
wird. 

20 

5. Verwendung eines Streptavidin-Bindungspeptides nach 
Anspruch 1 zur Aufreinigung eines in einem Proteinbio- 
synthesesystem hergestellten definierten Proteins, wo- 

25 bei eine fUr das definierte Protein und, hiermit ver- 
bunden, fUr das Streptavidin-Bindungspeptid codierende 
Nukleinsaure/ optional kontrolliert durch eine regula- 
torische Sequenz, einer Transkription und/oder Transla- 
tion unterworfen wird, wobei eine LSsung enthaltend das 

30 so erhaltene Translationsprodukt mit inunobilisiertem 

Streptavidin kontaktiert wird und wobei nach Abtrennung 
der Losung mit nicht an Streptavidin gebundenen 
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Substanzen von dem Streptavidin das Translationsprodukt 
vom Streptavidin freigesetzt und eluiert wird. 

5 6. Verwendung eines Streptavidin-Bindungspeptides nach 
Anspruch 1 zur Markierung eines definierten ProteinS/ 
wobei eine fUr das definierte Protein und, hiermit ver- 
bunden, fiir das Streptavidin-Bindungspeptid codierende 
Nukleinsaure einer Transkription und/oder Translation 
10 unterworfen wird, wobei das so erhaltene Translations- 
produkt mit einem Streptavidin-Konjugat enthaltend eine 
ReportermolekUl kontaktiert und daran gebunden wird. 

15 



20 



25 



30 
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1/2 



10/5064 




FABP+Motiv3 



— 30kDa 
~ 20,1 kDa 

12,5 kDa 
6,5.kDa 
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— 30kDa 



'•fcrf^ 20,1 kDa 



FABP+Motiv3 

^ 12,5 kDa 



■^^ 6,5 kDa 
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<110> Erdmann, Volker A. 
Lamia, Thorsten 



^0/506480 

SEQUENCE LISTING riTfiA « ..^ 

0TD9RecypCT/PT0 0 1 SEPm 



<120> 


St eptavidin-Bindungspept id 


<130> 


ERD/PCT/0303 


<150> 


DE 10208877 


<151> 


2002-03-01 


<150> 




<151> 


2002-10-16 


<160> 


17 


<170> 


Patentin version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


5 


<212> 


PRT 


<213> 


artificial 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


11).. (5) 


<223> 




<400> 


1 


Asp Val Glu Ala Trp 


1 


5 


<210> 


2 


<211> 


4 


<212> 


PRT 


<213> 


artificial 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) (4) 


<223> 




<400> 


2 


Asp Val Glu Ala 


1 




<210> 


3 


<211> 


4 



- 1/7 
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<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc^feature 

<222> (1) . . (4) 
<223> 



<400> 3 

Val Glu Ala Trp 
1 



<210> 4 

<211> 3 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<22l> misc_feature 

<222> (1)..(3) 
<223> 



<400> 4 

Asp Val Glu 
1 



<210> 5 

<211> 3 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1)..(3) 
<223> 



<400> 5 

Val Glu Ala 
1 



<210> 6 

<211> 3 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 



2/7 
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<22l> misc_feature 
<222> (1)..(3) 
<223> 



<400> 6 
Glu Ala Trp 



<210> 7 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (3) .7(3) 

<223> beliebige Aminosdure, insbesondere E, D, oder G 



<400> 7 

Asp Val Xaa Ala Trp 
1 5 



<210> 8 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (3).. (3) 

<223> beliebige Aminosdure, insbesondere E, 0 oder G 



<400> 8 

Asp Val Xaa Ala Trp Leu 
1 5 



<2i0> 9 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<22l> misc^f eature 

<222> (3) (3) 

<223> beliebige AminosSure. insbesondere E, D oder G 



1 



_3/7 



wo 03/074546 




<220> 

<22i> misc_feature 

<222> (7).. (7) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere D oder G 



<400> 9 

Asp Val Xaa Ala Trp Leu Xaa 
1 5 



<210> 10 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<2 2 1 > mi sc_f eature 

<222> (3).. (3) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere E, D oder G 



<220> 

<22i> misc_f eature 

<222> (7).. (7) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere D oder G 



<220> 

<22i> misc_f eature 

<222> (8) . . (8) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere A oder E 



<400> 10 

Asp Val Xaa Ala Trp Leu Xaa Xaa 
1 5 



<210> 11 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (3) .7(3) 

<223> beliebige Aminosdure, insbesondere oder G 



<220> 

<22l> misc feature 
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<222> (7).. (7) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere D oder G 



<220> 

<22l> misc_feature 

<222> (8).. (8) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere A oder E 



<400> 11 

Asp val Xaa Ala Trp Leu Xaa Xaa Arg 
1 5 



<210> 12 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (3).. (3) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere E, D oder G 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (7).. (7) 

<223> beliebige Aminosaure, insbesondere D oder G 



<220> 

<221> misc^feature 

<222> (8) .7(8) 

<223> beliebige AminosSure, insbesondere A Oder E 



<400> 12 



Asp Val Xaa Ala Trp Leu Xaa Xaa Arg Val Pro Leu Val Glu Thr 



10 



15 



<210> 13 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (6) 

<223> carboxyterminal an Seq.-ID 11 anschliessende Sequenz mit 1 - 6 de 
r hier definierten AminosSuren, beginnend aminoterminal 



5/7 
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<400> 13 

Val Pro Leu Val Glu Thr 



1 


5 


<210> 


14 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


artificial 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1)..(15) 


<223> 





<400> 14 

Asp Leu Tyr Asp lie Asp Arg Asn Trp Val Gly His Pro Gin Gly 



1 


5 


<210> 


15 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


artificial 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (15) 


<223> 





<400> 15 

Asp Asn Tyr Asp Ala Asp Leu Ala Trp Asp Thr His Pro Gin Asp 



1 


5 


<210> 


16 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


artificial 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (15) 


<223> 




<400> 


16 



6/7 
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• 



Asp Val Glu Ala Trp Leu Asp Glu Arg Val Pro Leu Val Glu 
1 5 10 



<210> 17 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

< 2 2 1 > mi sc_f eature 

<222> (1) (15) 
<223> 



<400> 17 

Asp Val Glu Ala Trp He Ala Asp Pro Ala Val His Phe Thr Thr 



1 



5 



10 



15 



7/7 



